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Separacija N-glikanov z uporabo hidrofilnih interakcij 
 
Povzetek: V diplomskem delu, sem predstavil hidrofilno interakcijsko tekočinsko 
kromatografijo kot tehniko za izvedbo separacije in analize N-glikanov. N-glikani in glikani na 
sploh so zelo pomembna vrsta spojin v bioloških sistemih. Sodelujejo pri najrazličnejših 
bioloških procesih, ki so potrebni za normalno delovanje našega telesa. So tudi zelo zanimivi 
iz vidika zdravstva in farmacevtske industrije, saj so zelo pomembni pri razvoju novih 
biofarmacevtskih zdravil in služijo lahko kot biomarkerji za različna obolenja. V diplomskem 
delu sem opisal glikane in njihovo strukturo in razložil, zakaj so tako zahtevni za analizirat. 
Predstavil sem hidrofilno interakcijsko kromatografijo, njeno delovanje in mehanizem ločbe, 
ter mobilne in stacionarne faze, ki se pri tej tehniki uporabljajo. Obrazložil sem, kaj jo naredi 
tako primerno za separacijo polarnih in hidrofilnih spojin in naredil pregled različnih 
postopkov, kjer so uporabili HILIC za separacijo N-glikanov. Na koncu sem zastavil HILIC-
HPLC-FL metodo za analizo 2-AB označenih N-glikanov. 
 
Ključne besede: HILIC, HPLC, N-glikani, N-glikan 
 
Separation of N-glycans using hydrophilic interactions  
 
Abstract:  In my work I have presented the hydrophilic interaction liquid chromatography as 
a technique for the separation and analysis of N-glycans. N-glycans and glycans in general are 
an important group of compounds in biological systems. They are involved in a variety of 
different biological processes that are needed for the noraml function of our body. They are also 
very interesting for the pharmaceutical industry, as they play a crucial role in the development 
of new biopharmaceuticals and can be used as biomarkers for different kinds of disease. In my 
work I have described glycans, their structure and explained what makes them such an 
analytical challenge. I have presented hydrophilic interaction chromatography, how it works 
and its mechanism of separation and the diffrent mobile and stationary phases it uses. I 
explained what makes it such a good technique for the separation of polar and hydrophilic 
compounds and presented a couple of examples of the use of HILIC for the separation of N-
glycans. At the end I have outlined a HILIC-HPLC-FL method for the analysis of 2-AB labeled 
N-glycans. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
2-AA   2-aminobenzojska kislina 
2-AB   2-aminobenzamid 
2-PA   2-aminopiridin 
ACN   acetonitril 
CE   kapilarna elektroforeza 
ESI   ionizacija z razprševanjem v električnem polju 
FL   fluorescenčni detektor 
HILIC  hidrofilna interakcijska tekočinska kromatografija 
HPLC   tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
IEC   ionskoizmenjevalna kromatografija 
LC   tekočinska kromatografija 
LOD   meja zaznave 
MF   mobilna faza 
MS   masna spektrometrija 
NP-LC  normalnofazna tekočinska kromatografija 
RP-LC  reverznofazna tekočinska kromatografija 
RSD   relativni standardni odmik 
SEC   velikostnoizključitvena kromatografija 
SF   stacionarna faza 
SPE   ekstrakcija na trdno fazo 
UHPLC  tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti 
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1. UVOD 
 
Glikozilacija je zelo pomembna in raznolika posttranslacijska modifikacija proteinov in 
nastali glikoproteini predstavljajo približno 70% človeških proteinov [1]. Glikani, ki so 
vezani na proteine ali lipide, igrajo zelo pomembno vlogo pri različnih bioloških procesih 
v našem telesu. Določajo konformacijo, stabilnost, transport, ter dinamične in kinetične 
lastnosti proteinov, na katere so vezani [2]. Sodelujejo pri medcelični komunikaciji in 
identifikaciji, kot primer lahko vzamemo glikane, vezane na membrano eritrocitov, ki 
določajo krvno skupino. Vplivajo tudi na imunski odziv telesa. Imunski sistem na 
patogenih prepozna telesu tuje glikane in sproži odziv. Protitelesa pa uporabljajo glikane, 
da se povežejo na te patogene in jih nevtralizirajo ali označijo za uničenje. Lahko služijo 
tudi kot biološki označevalci za različna obolenja (npr. rak in diabetes),  ko se celice 
transformirajo iz normalnih v maligne, pride do spremembe glikozilacije površinskih 
proteinov. Avtoimunska obolenja so tudi lahko posledica napačne glikozilacije proteinov 
[3]. 
Večina novih bioloških zdravil so glikoproteini, tako da je pravilna glikozilacija za 
njihovo stabilnost in biološko aktivnost zelo pomembna [4]. 
Razvidno je, da sta dobro poznavanje delovanja glikanov in njihova analiza ključnega 
pomena tako za zdravstvo, v namene diagnostične medicine, kot tudi za farmacevtsko 
industrijo, v namene razvoja in zagotavljanja kvalitete in varnosti novih zdravil. 
Analiza glikanov (ogljikovih hidratov) predstavlja velik izziv, ker imamo ponavadi 
opravka z zelo kompleksno mešanico (glikani so strukturno zelo raznoliki, trenutno je 
poznanih več kot 5000 različnih struktur). Zato je treba mešanico najprej ločiti na različne 
frakcije. Skozi leta se je razvilo veliko različnih tehnik za separacijo glikanov. Dve najbolj 
popularni sta kapilarna elektroforeza (CE) in tekočinska kromatografija (LC) (tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti, HPLC ali tekočinska kromatografija ultra visoke 
ločljivosti, UHPLC) [5,6]. 
Razvitih je mnogo tipov HPLC za separacijo glikanov, reverznofazna HPLC (RP-HPLC), 
normalnofazna LC (NP-HPLC), ionskoizmenjevalna (IEC), velikostno izključitvena 
(SEC) in hidrofilno interakcijska LC (HILIC) [7]. 
HILIC je zelo pomembna kromatografska tehnika, saj je namenjena separaciji hidrofilnih 
in polarnih spojin, kar glikani so. HILIC je izkazala zelo dobre sposobnosti ločbe vseh 
vrst glikanov. HILIC v kombinaciji z fluorescenčno ali z masno spektrometrijsko 
detekcijo je najbolj uporabljena metoda za separacijo glikanov sproščenih z 
glikoproteinov v farmacevtski industriji [4]. 
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1.1. Glikani 
 
Glikani so kompleksni ogljikovi hidrati sestavljeni iz različnih monosaharidnih enot, ki 
so večinoma kovalentno vezani na proteine. Imajo zelo velik vpliv na konformacijo, 
stabilnost in delovanje teh proteinov in posledično vplivajo na biološke procese, v katerih 
tej glikozilirani proteini ali glikoproteini sodelujejo. Strukturno so zelo raznoliki, kar je 
posledica načina kako nastanejo in narave vezi med monosaharidnimi enotami [3,8].  
Nastanejo pri procesu glikozilacije, ki v prvi fazi poteka v endoplazemskem retikulumu 
in v končni fazi v Golgijevem aparatu. V nasprotju z sintezo proteinov, sinteza glikanov 
ne poteka po točno določenem modelu, ampak vsak glikan nastane v seriji individualno 
kataliziranih reakcij, v katerih nastopajo encimi (transferaze) specifični za vsak 
monosaharid posebej (sistem en encim-ena vez) [9]. 
Glikozidne vezi, ki lahko nastanejo med monosaharidi so zelo raznolike. Odvisno od tega 
v kateri anomerni obliki (α ali β) se nahaja prvi monosaharid in z hidroksilno skupino 
katerega ogljika (C2, C3, C4, C5 ali C6) na drugem monosaharidu, reagira hidroksilna 
skupina na C1 ogljiku prvega monosaharida (slika 1) [3]. 
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Slika 1: Primeri glikozidnih vezi med monosaharidi 
 
Zaradi teh razlogov so glikani lahko razvejani in imajo zelo raznoliko monosaharidno 
zaporedje. Monosaharidov, ki sestavljajo glikane je devet (tabela 1). Vsi so ciklizirani v 
šestčlenske obroče (piranoze), nekateri med njimi pa so še dodatno derivatizirani. 
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Posebnost je sialna kislina, ki ne nastane kot ostali s ciklizacijo ene same molekule, 
ampak s ciklozacijo med N-acetil-D-manozaminom in piruvatom [9]. 
 
Tabela 1: Imena, oznake in strukture monosaharidov, ki sestavljajo glikane [2] 
IME OZNAKA STRUKTURA 
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Tabela 1: (nadaljevanje) 
IME OZNAKA STRUKTURA 
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Glede na vrsto vezi med glikani in proteini jih delimo v dve skupini; N-glikani in O-
glikani. 
O-glikani so na protein vezani preko O-glikozidne vezi (slika 2) med hidroksilno skupino 
na anomernem ogljiku (C1) β-D-N-acetilgalaktozamina (GalNAc) in hidroksilno skupino 
na stranski verigi serinskega ali treoninskega ostanka proteina [3]. 
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Slika 2: Primer O-glikozidne vezi (serin) 
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N-glikani pa so na protein vezani preko N-glikozidne vezi (slika 3) med hidroksilno 
skupino na anomernem ogljiku (C1) β-D-N-acetilglukozamina (GlcNAc) in amidnim 
dušikom na asparaginskem ostanku proteina [3]. 
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Slika 3: Primer N-glikozidne vezi 
 
1.1.1. N-glikani 
N-glikani so z N-glikozidno vezjo kovalentno pritrjeni na glikoproteine preko stranske 
verige asparaginskih (Asn) ostankov v točno določenem zaporedju. Zaporedje se začne z 
asparaginom, sledi katera koli aminokislina razen prolina (Pro) in konča se  z serinom ali 
treoninom (Ser ali Thr). Aminokislinsko zaporedje je torej Asn-X-Ser/Thr (X ≠ Pro). 
Monosaharid, ki tvori vez je v skoraj vseh primerih β-D-N-acetilglukozamin. Oznaka za 
celotno vez se zapiše kot GlcNAcβ1-Asn-X-Ser/Thr [2]. 
N-glikane delimo v tri kategorije: oligomananozne, hibridne in kompleksne, toda vsi 
imajo skupno začetno sekvenco (jedro) Manα1-6(Manα1-3)Manβ1-4GlcNAcβ1-
4GlcNAcβ1-Asn-X-Ser/Thr (slika 4) [2]. 
Asn
bb4b4
a6
a3
    
GlcNAc
Man
Gla
NeuAc
Legenda
Fuc
 
Slika 4: Začetno zaporedje N-glikanov 
 
Oligomanozni N-glikani imajo na jedro pripete le manoze. Najbolj pogosta sta N-
oligomanozna glikana ki imata na jedro pripeta še 2 (oznaka Man-5, po številu manoz) 
ali 5 manoznih enot (oznaka Man-9) (slika 5) [2]. 
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  Slika 5: (a) Man-5 in  (b) Man-9 
Hibridni N-glikani imajo na Manα1-6 roki jedra vezane le manoze, na Manα1-3 roki pa 
tako imenovane antene (monosaharidni ostanki, ki niso manoze) (slika 6) [2]. 
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Slika 6: Primera hibridnih N-glikanov z (a) eno anteno in (b) dvema antenama 
Kompleksni N-glikani pa imajo anetene na obeh rokah jedra, lahko tudi na sredinskem 
Manβ1-4. Pri kompleksnih N-glikanih lahko dodatno pride do pojava  α1,6 fukozilacije, 
ko se na GlcNAc (v jedru ali v antenah) veže fukoza (Fucα1-6GlcNAc) (slika 7) [10]. 
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Slika 7: Primera kompleksnih N-glikanov s (a) tremi in (b) štirimi antenami, ter 
α1,6 fukozilacijo jedrnega GlcNAcβ1-Asn 
 
1.2. Tekočinska kromatografija 
 
Tekočinska kromatografija (LC) v svojih naprednih različicah HPLC in UHPLC 
predstavlja najbolj pogosto uporabljen tip kromatografije. To je zahvaljujoč njeni zelo 
široki uporabnosti za vse vrste in tipe spojin od majhnih molekul do makromolekul 
(izjema so spojine, ki so pri sobni temperaturi v plinastem agregatnem stanju) [11].  
LC spada med kolonske kromatografije in, tako kot vse ostale kromatografske tehnike, 
njeno delovanje bazira na ločbi posameznih spojin zmesi glede na različne afinitete do 
stacionarne (SF) in mobilne faze (MF). Večjo afiniteto, kot jo ima spojina do SF, dalj 
časa se bo na njej zadrževala. Glede na mehanizem ločbe lahko LC razdelimo na različne 
tipe: 
• Porazdelitvena – SF je viskozna tekočina, nanešena (tekoče-tekoče) ali vezana 
(tekoče-vezana-faza) na trdne nosilce, analiti pa se porazdeljujejo med SF in MF. 
• Adsorpcijska – SF je trdna snov, na njeni površini pride do adsorpcije analitov s 
pomočjo vodikovih, van der Waalsovih ali drugih vezi. 
• Ionskoizmenjevalna (IEC) – SF je trdna snov, na površini katere so anionske ali 
kationske funkcionalne skupine. Ioni analita, z nasprotnim nabojem, se vežejo na 
te skupine. MF je običajno vodni pufer ali raztopina kisline oziroma baze. 
• Velikostnoizključitvena (SEC) – SF je porozen gel z definirano velikostjo por. 
Analiti določenih velikosti se zadržujejo v teh porah.  
• Afinitetna – SF ima na površini kovalentno vezane spojine, ki visoko specifično 
vežejo analit. MF je tekočina, ki prekine vez med analitom in vezavno spojino. 
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• Kiralna – mehanizem je adsorpcija ali porazdeljevanje, na površini SF so vezane 
kiralne funkcionalne skupine. Enantiomeri imajo različno afiniteto do teh skupin 
in se ločijo [11,12]. 
Od vseh tipov mehanizmov pri LC je porazdeljevanje med MF in SF glavni (z izjemo 
IEC in SCE) in ga lahko, glede na relativne polarnosti SF in MF razdelimo na dva dodatna 
tipa: 
• Normalnofazna LC (NP-LC) – SF je polarna, MF pa nepolarna. Iz kolone se 
najprej eluira najmanj polarna komponenta vzorca. 
• Reverznofazna LC (RP-LC) – SF je nepolarna ali šibko polarna, MF pa je polarna 
ali šibko nepolarna. Iz kolone se najprej eluira najbolj polarna komponenta vzorca 
[11, 12]. 
NP-LC je bila prva razvita in na začetku bolj v uporabi, a se izkazalo, da se večina spojin 
bolje separira pod RP pogoji. Dandanes RP-LC predstavlja več kot 70% vseh HPLC 
metod [12].  
Pri LC merimo čas, ki je potreben, da posamezna komponenta prepotuje kromatografsko 
kolono. Ta čas imenujemo retencijski čas (tr) in je pod določenimi pogoji specifičen za 
posamezno komponento. Čas, ki je potreben, da MF prepotuje kolono se imenuje mrtvi 
čas (tm). Porazdelitev komponente med SF in MF označuje retencijski faktor (k) [11]. 
𝑘 =  
𝑡𝑟 − 𝑡𝑚
𝑡𝑚
 
Večji kot je retencijski faktor, dalj časa se komponenta zadržuje v koloni. Število 
teoretičnih podov (N), je parameter, ki nam pove kolikokrat se vzpostavi ravnotežje med 
SF in MF. Z njem označujemo efektivnost kromatografske kolone. V naslednji enačbi 
w1/2 predstavlja širino kromatografskega vrha na polovični višini [11]. 
𝑁 = 5,54(
𝑡𝑟
𝑤1/2
)2 
Kako dobro sta dva sosednja kromatografska vrhova ločena, nam poda ločljivost (R). V 
idealnih razmerah naj bi R bil vsaj 1,5,vendar pri bolj kompleksnih vzorcih, to vrednost 
težko dosežemo. V naslednji enačbi sta wa in wb  širini sosednjih vrhov na bazni liniji 
[11]. 
𝑅 =
2(𝑡𝑟𝑏 − 𝑡𝑟𝑎)
𝑤𝑎 + 𝑤𝑏
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1.2.1. Instrument za LC  
Bistveni deli, ki sestavljajo instrument za LC (tudi imenovan tekočinski kromatograf) so 
rezervoarji za MF, črpalka za MF z razplinjevalno enoto, injektor, kromatografska kolona 
in detektor za zaznavanje analitov (slika 8) [11]. 
 
Kromatografska kolona
Injektorski 
ventil
Odpad
Injiciranje
Detektor
Mešalna 
komora
Črpalki z 
razplinjevalno
enoto
MF 1
MF 2
Obdelava podatkov
 
Slika 8: Shema tekočinskega kromatografa (visokotlačnega sistema) 
 
Rezervoarji za MF – Moderni LC aparati so opremljeni s steklenimi posodami 
namenjenimi za hranjenje topil, ki jih kasneje zmešamo v MF. Vsaka posoda ima 
volumen 500 mL ali več [12].  
Črpalka – njena naloga je potiskanje MF skozi kolono. Ker so kolone tesno polnjenje z 
delci SF, MF ne more prosto teči skoznjo. Pri običajnih pretokih MF (0,1-10 mL/min) je 
tlak, ki ga mora premagovati črpalka, od nekaj bar pa vse do 400 bar pri HPLC, pri 
UHPLC pa lahko tlak v sistemu  znaša tudi 1000 bar (tlak v sistemu je odvisen od velikosti 
delcev polnila, dolžine kolone in viskoznosti MF). Črpalka mora delovati brez pulziranja, 
t.j. imeti mora enakomeren in ponovljiv pretok, ker pulzi povečajo šum na bazni liniji in 
hkrati mora biti odporna na različna topila. V modernih komercialnih instrumentih so 
pretežno batne. Če uporabljamo gradientno elucijo, moramo imeti toliko črpalk kolikor 
imamo topil. V MF je zaradi visokih sistemskih tlakov raztopljenih več plinov, ki lahko 
v detektorju motijo detekcijo analitov. Da to preprečimo, topila pred uporabo razplinimo 
z razplinjevalno enoto (ultrazvok ali prepihovanje s helijem)  [11]. 
Mešalna komora – Se nahaja za črpalkami. V njej se posamezna topila zmešajo v enotno 
MF pred vstopom v kromatografsko kolono [11]. 
Injektor – Ventil z injektorsko zanko, katere volumen določa volumen injiciranega vzorca 
(1-100 µL, zanke so izmenljive). Ventil ima dva položaja: ''vnos'' (angl. load) in 
''injiciranje'' (angl. inject) (slika 9). Ko je ventil v poziciji ''vnos'', injektorsko zanko 
napolnimo s tekočim vzorcem (če presežemo volumen zanke, višek steče v odpad). Po 
preklopu ventila v pozicijo ''injiciranje'' skozi injektorsko zanko steče MF in spere vzorec 
v kromatografsko kolono. Tak sistem nam omogoča vnos vzorca v kolono, kljub visokim 
tlakom v sistemu, ki bi nam to drugače onemogočili. Injektorsko zanko lahko polnimo 
bodisi ročno z brizgo ali pa avtomatsko z avtomatskim vzorčevalnikom [11]. 
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Slika 9: Injektor pri tekočinskem kromatografu: dvopotni ventil s položajem (a) ''vnos'' 
in položajem (b) ''injiciranje'' 
 
Kromatografska kolona – Kolone za LC so ponavadi cevke iz nerjavečega jekla, lahko so 
tudi cevke z zelo debelimi steklenimi stenami, cevke narejene iz posebnih polimerov (npr. 
poliarileterketon, angl. Polyether ether ketone, PEEK) ali pa nerjaveče jeklene cevke 
znotraj obdane s steklom ali polimerom (npr. PEEK). Kolone imajo dolžino nekje med 5-
30 cm, z notranjim premerom 2-5 mm in polnjene so z delci velikosti med 3 ali 5 µm. 
Najpogosteje so v uporabi kolone dolžine 10 ali 15 cm , z notranjim premerom 4,6 mm 
in plojenje z delci velikosti 5 µm. Na voljo so tudi mikrokolone, ki so krajše (3-7 cm) in 
ožje (notranji premer 1-4,5 mm). Njihova prednost je večja efektivnost, hitrejša ločba in 
manjša poraba topil. Uporabljajo se predvsem pri UHPLC. Pred samo analizno kolono se 
lahko nahaja tudi predkolona (angl. guard column), katere namen je zaščita analizne 
kolone pred nečistočami iz vzorca [12]. 
Detektor – Na koncu kromatografske kolone se nahaja detektor, ki detektira eluirane 
analite. Pri LC imamo na razpolago precej detektorjev. Splošne lastnosti, ki jih naj bi imel 
detektor so: univerzalnost ali selektivnost, dobra občutljivost in nizka meja zaznave, 
široko linearno območje, hiter, stabilen in ponovljiv odziv, odvisnost odziva od pretoka, 
neporušnost (nedestruktivnost) ter možnost identifikacije analita. Ne obstaja pa detektor, 
ki bi imel vse naštete lastnosti. V tabeli 2 so navedeni najbolj pogosti detektorji in njihove 
lastnosti [12]. 
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Tabela 2: Najbolj pogosto uporabljeni detektorji pri LC [11,12] 
Detektor Porušen Zazna spojine Meja 
zaznave 
Grad. 
elucija 
Spektrometrijski (UV/Vis, 
DAD/PAD) 
NE 
 
vse, ki absorbirajo EM 
valovanje v območju 
200-750 nm 
0,1-1,0 ng DA 
Refraktometrijski (angl. 
refractive index, RI) 
NE vse 0,1-1,0 µg NE 
Fluorescenčni (angl. 
fluorescence, FL) 
NE vse, ki fluorescirajo 1-10 pg DA 
Elektrokemijski ali 
amperometrijski (angl. 
electrochemical, EC)  
DA 
(delno) 
vse, ki se lahko 
oksidirajo ali reducirajo 
0,01-1,0 
ng 
NE 
D. na sipanje svetlobe (angl. 
evaporative light scattering d., 
ELS) 
 
DA 
vse nehlapne 0,1-1,0 ng DA 
D. na nabiti aerosol (angl. 
charged aerosol d., CAD) 
DA vse nehlapne 0,1-1,0 ng DA 
Konduktometrijski (angl. 
conductivity) 
NE vse z nabojem 0,5-1,0 ng NE 
Masni spektrometer (angl. mass 
spectrometry, MS) 
DA vse <1 pg DA 
 
1.2.2. SF pri LC 
Analitska kolona je lahko polnjena z delci SF ali pa z monolitsko SF. Tipični delci SF so 
iz silicijevega dioksida SiO2 (''silikagel'', angl. silica), kroglaste oblike in s porozno 
strukturo premera 3-10 µm (tipično 3 ali 5 µm, za UHPLC so na voljo delci velikosti do 
1,5µm). Velikost delcev in por vpliva na ločbo. Čim manjši so delci, do manjše širitve 
elucijskih pasov pride in boljša je ločljivost, hkrati pa manjši delci povzročijo večji upor 
proti pretoku MF skozi kolono in posledično višji tlak v sistemu. Večje pore pa povečajo 
prispevek naključne difuzije 
Pri NP-LC je SF silikagel, ki ima polarno površino zaradi hidroksilnih skupin ali pa 
silikagel deluje kot trdni nosilec in so nanj kovalentno vezane polarne skupine (ciano , -
C2H4CN; diol,   -C3H6OCH2CHOHCH2OH; amino, -C3H6NH2). Pri NP-LC lahko deloma 
pride so adsorpcije nekaterih analitov, pretežno pa se analiti porazdeljujejo med tanko 
plastjo vode adsorbirano na površino SF in MF [12]. 
Pri RP-LC pa so na trdni nosilec (največkrat silikagel) kovalentno vezane nepolarne 
skupine. Pretežno so to alkilne verige, najpogosteje C8 in C18 (od tu tudi ime najbolj 
popularne RP-LC kolone C18). Zaradi teh alkilnih verig vezanih na nosilec, je SF pri RP-
LC nepolarna [12]. 
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Slika 10: (a) Silikagel (b) modificiranje silikagela, R je lahko polarna ali nepolarna 
skupina 
 
1.2.3. Mobilna faza pri LC 
Pri NP-LC je MF vedno nepolarno organsko topilo ali zmes topil. Topila, ki so v uporabi 
za MF NP-LC: heksan, pentan, izopropileter, kloroform, itd. Pri RP-LC pa je MF polarna 
ali šibko nepolarna. Večinoma se uporabljajo mešanice vode in puferskih vodnih raztopin 
z organskimi topili, ki se mešajo z vodo, npr. acetonitril, metanol, etanol, izopropanol ali 
tetrahidrofuran. Pri RP-LC je, odvisno od analitov, treba tudi nadzorovati pH MF, to 
dosežemo z uporabo pufrnih raztopin ali pa direktno s kislino ali bazo [11].  
Pri obeh je elucija lahko izokratska (sestava MF je enaka skozi celotno ločbo) ali 
gradientna (sestava MF se s časom spreminja). V primeru gradientne elucije pri NP-LC 
povečujemo polarnost MF s časom. Pri RP-LC pa s časom zmanjšujemo polarnost 
(ponavadi povečujemo delež organskega topila) [11]. 
 
1.2.4. Alternativni tipi LC 
Poleg najbolj pogostih kombinacij SF in MF (RP-LC in NP-LC) so se razvile alternativne 
verzije, ki rešijo probleme, ki jih RP-LC in NP-LC ne moreta. 
• Ionskoparna kromatografija (angl. ion-pair chromatography, IPC) – 
modificirana oblika RP-LC za ločbo močno ioniziranih spojin. 
• Hidrofobna interakcijska kromatografija (angl. hydrophobic interaction 
chromatography, HIC) – nepolarna SF (podobno RP-LC), ampak zelo polarna 
MF (samo voda ali pufer). V glavnem v uporabi pri ločbi vodotopnih proteinov. 
• Hidrofilna interakcijska kromatografija (angl. hydrophilic interaction 
chromatography, HILIC) – polarna SF (podobno NP-LC), vendar tudi polarna MF 
(zmes polarnega organskega topila in vode ali pufra). Zelo uporabna pri ločbi 
polarnih spojin, kot so ogljikovi hidrati [11]. 
 
1.3. Hidrofilna interakcijska tekočinska kromatografija 
 
Hidrofilna interakcijska tekočinska kromatografija (HILIC)  je alternativni tip LC za 
separacijo polarnih spojin. Lahko jo opišemo kot način LC, ki kombinira SF uporabljene 
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pri NP-LC in MF, ki jih običajno uporabljamo pri RP-LC. HILIC tudi omogoča separacijo 
in analizo nabitih spojin, kot pri  IEC [13]. 
HILIC ima številne prednosti pred konvencionalnima NP-LC in RP-LC. Bolj je primerna 
za separacijo spojin v kompleksnih sistemih, ki pri RP-LC eluirajo zelo blizu mrtvega 
volumna in ne naletimo na manjše težave s topnostjo polarnih spojin v MF, kot se to lahko 
zgodi pri NP-LC. Pri HILIC tudi ni potrebe po dragih ionskoparnih reagentih in, zaradi 
visokega deleža organskih topil v MF, jo lahko enostavno sklopimo z masno 
spektrometrijo (MS), posebej v načinu elektrorazprševanja (ESI). Zato se je HILIC s 
časom uveljavila kot primarna tehnika za separacijo zelo polarnih molekul, ki so preveč 
polarne, da bi imele zadovoljivo retencijo pri RP-LC, ampak imajo hkrati premajhen 
naboj za efektivno retencijo pri IEC. Separacija z uporabo HILIC vzbuja vse večje 
zanimanje, saj rešuje veliko prej zahtevnih separacijskih problemov, kot so separacija 
majhnih organskih kislin, osnovnih zdravil, ter veliko drugih nevtralnih in nabitih 
substanc [13]. 
Področje kjer je HILIC primarna tehnika separacije je ločba kompleksnih mešanic 
glikanov in ostalih ogljikovih hidratov. Izkazalo se je, da ima HILIC zelo dobro 
selektivnost in retencijo za te hidrofilne spojine. Uspešno lahko ločimo nevtralne in nabite 
glikane, kot tudi njihove strukturne izomere. HILIC tudi dopušča modifikacije glikanov, 
kot je fluorescenčno označevanje, kar omogoča lažjo detekcijo glikanov in le malo vpliva 
na njihovo retencijo [14]. Metodi, ki sta najbolj v uporabi za separacijo in analizo N-
glikanov sta HILIC-HPLC-FL (fluorescenčno označeni N-glikani) in HILIC-HPLC-ESI-
MS [4]. 
1.3.1. Mehanizem separacije pri HILIC 
Ločba pri HILIC naj bi v glavnem potekala na podlagi porazdeljevanja. Polarna SF 
privlači molekule vode iz MF in na površini SF se tvori tanka semi-imobilizirana vodna 
plast. Porazdeljevanje poteka med to vodno plastjo, adsorbirano na SF, in MF. Polarni 
analiti imajo večjo afiniteto do vodne plasti kot do MF, kar vodi do tega, da analiti raje 
prehajajo in se zadržujejo v vodni plasti in tako povečajo retencijski čas. Retencija pri 
HILIC je sorazmerna s polarnostjo analita in obratno sorazmerna s polarnostjo MF (ravno 
obratno kot pri RP-LC), torej s povečanjem vodnega deleža MF (povečanje polarnosti), 
zmanjšamo retencijski čas analitov [16]. 
Čeprav naj bi porazdeljevanje bil glavni mehanizem ločbe, pa adsorpcija tudi igra 
pomembno vlogo pri HILIC separacijah, predvsem polarne interakcije (vodikove vezi in 
dipol-dipol interakcije naj bi pomagale pri porazdeljevanju), ionoskoizmenjevalne in 
elektrostatske interakcije. Pojav teh načinov ločbe je odvisen od analitov, sestave MF in 
kemizma SF [16]. 
Separacija N-glikanov z HILIC poteka na podlagi porazdeljevanja in retencija sledi 
hidrofilnosti N-glikanov. Eluirajo se v zaporedju njihove polarnosti, ki je v glavnem 
povezana z njihovo velikostjo (število hidroksilnih skupin, število monosaharidnih enot). 
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To omogoča dokaj enostavni razvoj metod separacije in identifikacijo neznanih N-
glikanov na podlagi njihove retencije [15]. 
 
1.3.2. Stacionarne faze pri HILIC 
Pravilna izbira SF je pri HILIC zelo pomembna, saj direktno vpliva na retencijo in 
separacijo analitov. Na voljo je veliko različnih vrst SF, vendar morajo vse biti polarne. 
Pri HILIC lahko  uporabimo silicijev dioksid direktno kot SF ali pa kot nosilec, na 
katerega so kovalentno vezane različne polarne funkcionalne skupine, ki so sposobne 
privlačiti molekule vode za tvorbo vodne plasti na SF. Prva generacija HILIC SF so 
vključevale silikagel in silikagel kemijsko modificiran s aminsko skupino. Druga 
generacija so bile diolne in amidne skupine vezane na slikagel (te so še danes v uporabi). 
Med zadnjimi so pa v uporabo prišle SF, ki imajo na slikagel vezane zwitterionske 
sulfobetainske skupine (komercialno imenovane ZIC-HILIC). Te so bile sprva 
uporabljene pri IEC, kasneje pa so tudi pri HILIC. V tabeli 3 so navedene najpogostejše 
HILIC SF in njihove strukture [16].  
Kemijske karakteristike različnih SF vplivajo ločbo spojin. Pri HILIC to še posebej velja, 
saj je formacija tanke vodne plasti na SF odvisna od števila in narave kemijsko vezanih 
skupin na silikagel, ki tako vplivajo na porazdeljevanje analitov med vodno plastjo in 
MF. Dodatno funkcionalne skupine vezane na nosilec vplivajo na pojav adsorpcije, to je 
na polarne interakcije med SF in analitom (vodikove vezi, dipolne interakcije in ionske 
interakcije). Načeloma polarne interakcije naraščajo v zaporedju skupin: cianopropil  <  
diol < aminopropil < slikagel. Toda močne elektrostatske interakcije, ki nastanejo med 
silikagelom kot SF in analiti, vodijo do nezaželenih interakcij, popačenja kromatografskih 
vrhov, zmanjšanja efektivnosti ločbe za nekatere analite in slabe ponovljivosti. Tem 
slabim lastnostim se lahko izognemo z polarnimi funkcionalnimi skupinami vezanimi na 
silikagel kot nosilec. Eksperimenti so tudi pokazali, da amidna in zwitterionska SF 
izkazujeta visoko stopnjo hidrofilnosti, medtem ko so diolna, aminska in silikagel manj 
hidrofilne SF [16]. 
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Tabela 3: HILIC stacionarne faze [13] 
STACIONARNA FAZA SRUKTURA SF 
 
Nederivatiziran silikagel, 
silanolna funkcionalna 
skupina 
Si
Si
O
OH
OH
 
 
Aminska SF 
NH2
 
 
Diolna SF O OH
OH
 
 
Ciano SF 
C
N
 
 
 
Amidna SF 
R1
R2
O
NH2
n
m  
Zwitterionska SF 
sulfobetain 
(ZIC-HILIC) 
N
+
S
O
O
O
–
 
 
V namene separacije N-glikanov so najbolj v uporabi kolone polnjene z amidno in ZIC-
HILIC SF. Zaradi svojega visokega hidrofilnega značaja sta sposobni zelo dobro ločiti 
N-glikane in njihove strukturne izomere. Amidne HILIC kolone (komercialna imena TSK 
Gel Amide-80, BEH Amide, XBridge Amide) se v večini uporabljajo za ločbo N-
glikanov označenih z 2-aminobenzamidnim (angl. 2-aminobenzamide, 2-AB) reagentom 
ali z 2-aminobenzojska kislino (angl. 2-anthranilic acid, 2-AA). ZIC-HILIC kolone pa 
bolje ločijo nabite sializirane N-glikane in te označene z 2-aminopiridinskim (angl. 2-
aminopyridine, 2-AP) reagentom. Obe SF sta se tudi izkazali kot najbolj stabilni. 
Zanimivo pa je, da so eksperimenti pokazali veliko razliko v retenciji med 3 in 5 µm delci 
pri amidnih kolonah (boljša retencija pri 3 µm delcih), pri ZIC-HILIC kolonah pa tega 
pojava niso opazili [4,17,18]. 
 
1.3.3. Mobilna faza pri HILIC 
Tipična  MF pri HILIC vsebuje polarno organsko topilo, ki se dobro meša z vodo in 
manjšo količino vode ali vodnega pufra. Delež vode je zelo pomemben, variira lahko med 
5-40%, najmanj 2% pa morata biti prisotna, da se lahko tvori tanka vodna plast na SF, ki 
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sodeluje pri ločbi. Toda prevelik delež vode, lahko dramatično zmanjša retencijo 
hidrofilnih analitov in vodi do tega, da se eluirajo v mrtvem volumnu [16]. 
Organskih topil, ki jih lahko uporabimo je veliko, ampak topilo z najbolj ugodnimi 
karakteristikami (nizka viskoznost, dobra ločba pri nizkih tlakih, …) je acetonitril 
(CH3CN, ACN), zaradi tega je tudi najbolj uporabljeni topilo pri HILIC separacijah. ACN 
ima nižjo elucijsko moč (e0 = 0,65) kot metanol (e0 = 0,95), etanol (e0= 0,89) ali 
izopropanol (e0 = 0,82), uporaba topil z visoko elucijsko močjo lahko vodi do elucije 
nekaterih analitov v mrtvem volumnu. Čeprav ima aceton nižjo elucijsko moč (e0 = 0,58) 
kot ACN, ga njegova absorbanca pri dokaj visokih valovnih dolžinah (λ = 330 nm) naredi 
nepraktičnega za uporabo pri kombinaciji z UV-VIS in FL detektorji. Z acetonom se 
pojavijo tudi težave pri detekciji z MS, saj zmanjša občutljivost zaznave. Dodatna 
prednost ACN je tudi njegova kemijska struktura, ki ne tvori vodikovih vezi in tako ne 
tekmuje z molekulami vode pri adsorpciji na SF [16].  
Za nadzor pH MF se običajno uporabljata pufrski raztopini amonijevega acetata ali 
amonijevega formata, lahko pa tudi kar kislina (npr. ocetna kislina). Z njimi lahko tudi 
vplivamo na retencijo, odvisno katero kolono uporabljamo in katere analite ločujemo. 
Pufri lahko tudi zmanjšajo vpliv elektrostatskih interakcij, zaradi prostih silanolnih 
skupin. Moramo pa biti previdni pri koncentraciji soli v MF, saj lahko s tem zmanjšamo 
občutljivost MS [13,17].  
HILIC separacije lahko potekajo z izokratsko elucijo (ves čas enaka sestava MF, visok 
delež organskega topila), vendar se v večini primerov poslužimo gradientne elucije, kjer 
začnemo z visokim deležem organskega topila in s časom povečujemo delež vodne faze 
[13]. 
 
1.3.4 Detekcija pri HILIC 
Med najbolj uporabljenimi tehnikami separacije N-glikanov je tekočinska 
kromatografija, ki je kombinirana z fluorescenčno (FL) ali masno sepektrometrijsko (MS) 
detekcijo.  
FL detektor se uporablja pri separaciji N-glikanov derivatiziranih z reduktivno aminacijo  
(nativni N-glikani ne fluorescirajo). Valovni dolžini vzbujevalne in merjenje svetlobe sta 
odvisni od reagenta, ki smo ga uporabili za derivatizacijo. FL detektorji imajo zelo nizko 
mejo zaznave in omogočajo detekcijo N-glikanov, ki so prisotni v zelo majhnih količinah 
(femtomolarne koncentracije) in omogočajo detekcijo izomerov. Slaba stran tega načina 
detekcije je, da je fluorescenčno označevanje zahteven in dolgotrajen proces in za 
identifikacijo moramo uporabiti standarde ali pa standardno oligosaharidno lestvico 
[6,17]. 
Retencijske čase N-glikanov koreliramo z retencijskimi časi oligosaharidnih standardov 
in jih normaliziramo na tako imenovane glukozne enote (angl. glucose unit, GU). Na 
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podlagi GU našemu analitu določimo strukturo s pomočjo obstoječih podatkovnih baz 
(npr. GlycoBase). Za HILIC so kot standardi uporabljeni fluorescenčno označeni 
glukozni oligosaharidi (n = 1, 2, 3, 4, …), ki so med sabo povezani z α1,6 glikozidno 
vezjo (dekstranska lestvica) [4,6,17]. 
Zaradi uporabe visokega deleža polarnih organskih topil in hlapnih pufrov je HILIC 
kompatibilna z MS. MS se skoraj izključno uporablja v načinih ESI in MALDI, ker ne 
fragmentirata oligosaharidov in sta tako primerna za detekcijo kompleksnih mešanic. 
Slaba stran pri detekciji z MS je slabša občutljivost kot pri FL, zaradi slabe ionizacije 
glikanov. MS pa omogoča direktno identifikacijo glikana na podlagi m/z. Dodatna 
prednost je tudi, da se izognemo dragemu in dolgotrajnemu postopku  označevanja 
glikanov. Za nevtralne glikane ponavadi uporabljamo ESI+, za nabite pa ESI- način [17]. 
V farmacevtski industriji najbolj uporabljena metoda za analizo glikanov je fluorescenčno 
označenje glikanov z 2-AB s sledečo separacijo z HILIC kolono z amidno SF (npr. TSK 
Amide-80) kombinirano z FL detekcijo [17]. 
 
1.4. Priprava vzorca  
 
Predeno lahko N-glikane analiziramo jih je treba sprostiti z glikoproteinov in jih 
derivatizirati, da jih lahko po ločbi detektiramo. 
Vzorce glikoproteinov je treba prvo razsoliti in po potrebi denaturirati, preden se lahko 
lotimo sproščanja glikanov. To lahko storimo na več načinov, v viru [17] so razsoljevanje 
dosegli s centrifugalnimi filtri. Cepitev N-glikanov lahko dosežemo kemično ali 
encimsko. Kemično to dosežemo z β-eliminacijo pri visokem pH in uporabo reducentov 
kot sta NaBH4  ali KBH4. Problem pri tem načinu je, da cepimo tako N-glikane kot tudi 
O-glikane, zato to metodo raje uporabimo za cepitev O-glikanov, po že opravljeni cepitvi 
N-glikanov. Dodaten problem kemične metode je, da visok pH lahko vodi do izgube 
monosaharidov na reducirajočem koncu glikanov, zato se v praski, za cepitev N-glikanov, 
uporablja encimski način. Na voljo je več encimov, najbolj uporabljena pa je amidaza 
peptid N-glikozidaza F (angl. peptide N-glycosidase F, PNGase F). PNGase F cepi N-
glikozidno vez med GlcNAc in stransko verigo asparagina [4].  
Po sprostitvi N-glikanov jih je potrebno ločiti od proteinov, to lahko dosežemo s ponovno 
uporabo centrifugalnih filtrov [15] ali pa uporabimo druge tehnike kot so alkoholno 
obarjanje proteinov in naknadno filtracijo [17] in uporaba HILIC ekstrakcije na trdno fazo 
(angl. solid phase extraction, HILIC-SPE) [19].  
Za detekcijo s FL detektorjem je N-glikane treba fluorescenčno označiti. V praksi to 
največkrat dosežejo z reduktivno aminacijo reducirajočega konca N-glikana (aldehidno 
skupino pretvorimo v aminsko). Reagenti, ki se v te namene uporabljajo so 2-
aminobenzamid (2-AB), 2-aminobenzojska kislina (2-AA) in 2-aminopiridin (2-PA) 
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(strukture in lastnosti so povzete v tabeli 4) in reducenti kot so NaBH4 ali NaBH3CN. 
Dodatno k omogočanju FL detekcije, ta oblika derivatizacije izboljša kromatografsko 
ločljivost in občutljivost pri ESI-MS [17]. 
 
Tabela 4: Imena, strukture in valovne dolžine vzbujevalne in merjene svetlobe pri 
označevalnih reagentih [4] 
IME STRUKTURA VZBUJEVALNA λ  MERJENA λ 
 
 
2-aminobenzamid 
NH2 O
NH2
 
 
 
330 nm 
 
 
420 nm 
 
 
2-aminobenzojska 
kislina 
OH O
NH2
 
 
 
250 nm 
 
 
428 nm 
 
2-aminopiridin 
N NH2
 
 
320 nm 
 
400 nm 
 
Po končani reakciji lahko presežek reagentov odstranimo z HILIC SPE, IEC ali pa SEC. 
Iz očiščene raztopine nato odparimo topilo in suhe N-glikane raztopimo v topilu, ki ima 
enako sestavo kot MF na začetku analize. S tem preprečimo širjenje kromatografskih 
vrhov in zmanjšanje resolucije [15]. 
Pred injiciranjem vzorec filtriramo z najlonskim filtrom velikosti 0,45 µm, da odstranimo 
večje delce, ki bi lahko poškodovali kolono. 
Če vzamemo kot detektor MS, ne potrebujemo delati zahtevnega in dolgotrajnega 
postopka označevanja glikanov, lahko jih le reduciramo z reducentom (npr. NaBH4). Z 
redukcijo aldehidne skupine v alkoholno se znebimo problema anomerizacije [17]. 
 
1.5. Pregled postopkov uporabe HILIC 
 
V tem delu bom predstavil nekaj postopkov v katerih se je HILIC uporabila za separacijo 
N-glikanov.  
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Primer 1: Analiza 2-AB označenih N-glikanov z HPLC-FL 
V viru [20] so opravili analizo 2-AB označenih N-glikanov govejega fetuina z uporabo 
HILIC-HPLC-FL (najbolj uporabljena tehnika za ta namen). Določili so natančnost 
metode in mejo zaznave (LOD). 
Kot vzorec so uporabili standardno mešanico 2-AB N-glikanov govejega fetuina, ki so jo 
raztopili v primerni količini raztopine 80/20, ACN/ 0,1 M amonijev format, pH 4,5, da so 
dobili koncentracijo 50 µg/mL.  Uporabili so HILIC kolono TSK-Gel Amide-80 (150 mm 
× 2,0 mm, 3 µm, Tosoh). Temperatura kolone je bila 30 ºC. MF A: 0,1 M amonijev 
format, pH = 4,5; MF B: ACN. Pretok MF je bil 0,45 mL/min in gradient 0,2% B/min z 
začetnimi pogoji 80% B. Volumen injiciranje je bil 5 µL. FL detektor je bil nastavljen na 
vzbujevalno λ = 320 nm in merjeno λ = 420 nm in je imel pretočno celico volumna 2 µL. 
Pokazali so, da lahko s to metodo uspešno ločijo kompleksne mešanice 2-AB označenih 
N-glikanov. Zaznali so več kot 20 vrhov v vzorcu.  Izvedli so 5 analiz in dobili RSD za 
posamezne retencijske čase pod 0,3% (povprečna vrednost 0,16%), to nakazuje na zelo 
dobro natančnost in ponovljivost metode, kar je zelo pomembno, če želimo uporabiti 
dekstransko lestvico ali pa dobljene retencijske čase primerjati z bazo podatkov. Določili 
so tudi mejo zaznave 19,1 fmol. 
 
Primer 2: Separacija 2-PA N-glikanov z ZIC-HILIC kolono 
V viru [21] so avtorji prikazali metodo za separacijo izomernih 2-PA derivatiziranih N-
glikanov z uporabo komercialno dostopnih ZIC-HILIC kolon. Želeli so izpostaviti visoko 
zmogljivost ZIC-HILIC kolon za popolno separacijo izomernih N-glikanov. 
Kot vzorec so uporabili N- glikane sproščene z IgG iz človeškega seruma, ki so jih 
derivatizirali z 2-PA. Kolona, ki so jo uporabili je bila ZIC-HILIC (150 mm × 2,1 mm 
i.d. z  3,5 µm delci, proizvajalec SeQuant). Uporabili  so HPLC-FL-ESI-IT-MS sistem. 
Temperatura kolone je bila 40 ºC. Pretok MF je bil 200 µL/min. MF A: 50% ACN, MF 
B: ACN, MF C: 100 mM amonijev acetat. Elucijski gradient: A/B/C = 36/59/5 (0 min) 
→ 64/31/5 (120 min). ESI-MS pogoji: desolvatacijska temperatura 200ºC, tlak 
desolvatacijskega plina (dušik) 300 kPa, napetost na kovinski kapilari +4 kV, območje 
snemanja 200-2000 m/z, čas snemanja 500 ms. Pogoji na FL detektorju: vzbujevalna λ = 
320 nm, merjena λ = 400 nm. 
Uspešno so ločili N-glikane v vzorcu človeškega IgG, tudi izomeri, ki ponavadi 
predstavljajo velik izziv, so bili popolnoma ločeni. RSD (%) retencijskih časov 
posameznih kromatografskih vrhov so se gibali med 0,37-0,71%, kar kaže na zelo dobro 
ponovljivost metode. Na koncu so sklepali, da se pri ZIC-HILIC separacijah glikani ločijo 
glede na njihovo hidrofilnost in zaradi elektrostatskih interakcij med SF in analitom. 
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Primer 3:  Optimizacija postopka  separacije 2-AB N-glikanov z uporabo UHPLC-
HILIC 
V članku [19] so želeli optimizirati pogoje za UHPLC separacijo 2-AB označenih N-
glikanov pri kateri uporabljajo kolone z delci s polnim jedrom manjšimi od 2 µm.  
Za optimizacijo so uporabili 2-AB označeno dekstransko lestvico (Fluka) in 2-AB 
označene N-glikane z človeškega IgG (ProZyme). Kolone, ki so jih uporabili so bile 
ACQUITY UPLC BEH Glycan columns treh dolžin 50, 100 in 150 mm. Vse so imele 
notranji premer 2,1 mm in bile polnjene z delci velikosti 1,7 µm. Uporabili so FL detektor 
z vzbujevalno λ = 330 nm in merjeno λ = 420 nm. 
Najprej so z uporabo standardne dekstranske lestvice določili optimalni pretok. Uporabili 
so kolono dolžine 50 mm. Temperatura kolone je bila 60 ºC. MF A je bil 100 mM 
amonijev format, pH = 4,5 in MF B je bil ACN. Elucijski gradient je šel od 70% do 40% 
ACN v 15 min. Testirali so različne pretoke od 0,1 do 1,0 mL/min. Optimalni pretok je 
znašal 0,4 mL/min. 
Nato so določali vpliv začetnega gradienta. Kot vzorec so uporabili 2-AB IgG N-glikane. 
Pretok je bil 0,4 mL/min, ponovno so uporabili kolono dolžine 50 mm in MF A in B sta 
ostali enaki. Testirali so tri različne začetne gradientne pogoje 75-65% B, 72-62% B in 
70-60% B v 15 min. Najboljšo ločbo so dobili pri začetnih pogojih 72-62% B.  
Odločili so se za pogoje 72-62% B in pretok 0,4 mL/min kot osnovo za nadaljnjo  
optimizacijo. Vzorec so bili 2-AB IgG N-glikani. 
Za kolono dolžine 50 mm je bil gradientni čas 15 min, za kolono dolžine 100 mm je bil 
30 min in za kolono dolžine 150 mm je bil 45 min. S tem so ohranili naklon gradienta.  
Najboljšo ločbo so dosegli z 150 mm kolono, kar je bilo tudi pričakovati, vendar je ta 
analiza trajala tudi najdlje. Vendar so tudi s kolonama dolžin 50 in 100 mm dosegli 
zadovoljivo ločbo.  
Po mnenju avtorjev članka, če je cilj hitra in efektivna ločba, so krajše kolone polnjene z 
majhnimi delci popolnoma zadovoljive. Zaključili so tudi, da so pri UHPLC kolonah 
polnjenimi z delci velikosti 1,7 µm optimalni pretoki med 0,3 in 0,5 mL/min. 
Ugotovili so tudi, da se pri glikanih selektivnost ločbe spreminja z gradientnimi pogoji, 
podobno kot pri peptidih in da moraš med optimizacijo naklon gradienta držati 
konstanten. 
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Primer 4: HILIC analiza fluorescenčno označenih N-glikanov z rekombinantnih 
biofarmacevtskih izdelkov 
 V viru [15] so predstavili HILIC-FL metodo za kvantitativno analizo N-glikanov 
sproščenih z fragment kristalizirajoče regije (Fc) protiteles. Čeprav so metodo razvili z 
N-glikani z Fc protiteles je tudi primerna za analizo bolj kompleksnih vzorcev. Posebno 
so bili pozorni pri pripravi vzorca, saj so opazili, da se pri tem koraku zgodi največ napak.  
Pri pripravi vzorca so ugotovili da lahko pri povišanih temperaturah (nad 70 ºC) pride so 
hidrolize in izgube sialne kisline z nereducirajočega konca N-glikana, kar lahko vodi do 
sistematičnih napak. Zato so tako deglikolizacijo (sproščanje glikanov) kot tudi 
derivatizacijo z 2-AB izvajali pri 37 ºC. S pomočjo kinetične študije derivatizacije, so 
ugotovili, da mora reakcija potekati približno 17 ur, da dobimo ponovljive rezultate.  
Za odstranjevanje odvečnega reagenta so testirali več različnih metod. Testirali so HILIC 
in RP SPE in gelsko izključitveno filtracijo (SEC). RP SPE ni uspela odstraniti vsega 
odvečnega reagenta in izkoristek je bil slab. HILIC SPE je bila zadovoljiva, ampak kot 
najboljša izbira se je izkazala gelska filtracija (Sephadex G10).  
Za HILIC separacijo so uporabili TSGgel Amide 80 kolono z delci velikosti 3 µm. Uspeli 
so ločiti vse glavne N-glikane kar omogoča zanesljivo kvantifikacijo, kar nakazuje na 
zelo dobro selektivnost Amide 80 kolone.  
Za detekcijo so uporabili FL detektor, ki je bil nastavljen na vzbujevalno λ = 250 nm in 
merjeno λ = 428 nm, kar ni običajno, vendar so pri teh nastavitvah dosegli najboljše 
rezultate, so pa omenili, da je odvisno od uporabljenega detektorja. S temi nastavitvami 
so uspeli doseči mejo zaznave (LOD) 0,1% in spodnjo mejo kvatifikacije (LLOQ) 0,3%. 
Linearnost je bila odlična (R2 > 0,9999). 
Metodo so prilagodili za analizo bolj kompleksnih vzorcev z večjimi N-glikani, tako, da 
so podaljšali gradient a ohranili prvotni naklon.  
Ponovljivost metode so testirali tako, da so alikvote istega vzorca analizirali v šestih 
laboratorijih. Vsak laboratorij je opravil pripravo vzorca in šest analiz. Dobljeni rezultati 
so se zelo malo razlikovali. V primeru N-glikana, ki ga je količinsko bilo najmanj v 
vzorcu, je RSD bila med in 0,004 in 0,014%. Povprečna RSD je bila 0,021%. Rezultati 
kažejo na zelo dobro selektivnost metode.  
Kromatografski pogoji: TSKgel Amide 80 (150 mm × 2,0 mm, 3 µm, Tosoh Bioscience), 
temperatura kolone je bila 45 ºC, MF A: 60 mM amonijev format v 75% ACN, MF B: 
115 mM amonijev format v 54% ACN. Pretok je bil nastavljen na 200 µL/min.  
Gradient: 0 min, 21% B; 80 min, 53% B; 81 min, 100% B; 92 min, 100% B; 93 min , 
21% B; 113 min, 21% B. 
 
22 
 
  
23 
 
2. Namen dela 
 
Glikani predstavljajo zelo raznoliko skupino spojin in zaradi tega njihova analiza zahteva 
tehniko, ki je sposobna ločiti te polarne in hidrofilne molekule. Tu klasične 
kromatografske tehnike, kot je RP-LC, naletijo na določene omejitve. Zato so se razvile 
tehnike, ki so sposobne opraviti ločbo zelo polarnih in hidrofilnih spojin in  med njimi je 
HILIC.  
Namen moje diplomske naloge je predstaviti to tehniko. Opisati njen mehanizem ločbe, 
MF in SF, ki se uporabljata in kako različni kromatografski pogoji vplivajo na njo. 
Razložiti kako se uporablja za ločbo N-glikanov in kaj jo naredi tako primerno za ločbo 
polarnih in hidrofilnih spojin. Na koncu še zastavil metodo kako z HILIC-HPLC-FL 
opraviti analizo vzorca fluorescenčno označenih N-glikanov. 
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3. Načrt eksperimenta 
 
3.1. Reagenti in topila 
 
Za analizo bi potreboval vzorec N-glikanov označenih z 2-AB, ali pa 2-AB označevalni 
set, da bi N-glikane v vzorcu sam fluorescenčno označil. Dodatno k vzorcu, bi potreboval 
še 2-AB označene standarde, ki bi jih izbral glede na predvidevanja katere N-glikane 
imam v vzorcu ali pa kateri N-glikani me specifično zanimajo.  
Primeri 2-AB označenih standardov: 
• Man5 2-AB Glycan (Agilent Technologies)  
• Man9 2-AB Glycan (Agilent Technologies)  
• M5A1B 2-AB Glycan (Agilent Technologies) 
• G2FB 2-AB Glycan (Agilent Technologies) 
Primer 2-AB označevalnega seta: 
• 2-AB-plus Labeling Kit (Agilent Technologies) 
Za analizo bi tudi še potreboval acetonitril (HPLC grade, Sigma-Aldrich), amonijev 
format (Sigma-Aldrich), metanojska kislina (Sigma-Aldrich) in Milli-Q vodo. 
 
3.2. Instrument 
 
Za analizo bi uporabil tekočinski kromatograf (HPLC), ki omogoča izvajanje HILIC 
tehnike in je sklopljen s FL detektorjem (najpogosteje uporabljena tehnika za analizo 
glikanov). Za stacionarno fazo bi uporabil HILIC kolono TSKgel amide 80 (150 mm × 
4,6 mm 3 µm, Tosoh Bioscience) in primerno predkolono, za zaščito analizne kolone. 
Pretok mobilne faze bi nastavil na 0,5 mL/min in temperaturo kolone na 40 ºC. Vsa topila 
bi prepihoval s helijem. FL detektor bi nastavil na vzbujevalno λ = 330 nm in merjeno λ 
= 420 nm. Volumen injiciranega vzorca bi bil 5 µL. 
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3.3. Potek dela 
 
Pripravil bi standardne raztopine 2-AB označenih N-glikanov s koncentracijo  1 
nmol/mL. Vzel bi standarde, ki so komercialno na voljo v 100 pmol pakiranjih, in jih 
raztopil v 100 µL raztopine, ki ima enako sestavo kot MF na začetku gradientne elucije. 
Vzorec N-glikanov bi tudi primerno pripravil. Če bi bili še vedno vezani na nosilec, npr. 
proteine, bi jih s pomočjo PNGaze F ločil po postopku podobnem, kot je opisano v 
poglavju 1.4. in jih označil z 2-AB (sledil bi navodilom proizvajalca). Pred injiciranjem 
bi raztopino vzorca filtriral skozi najlonski filter velikosti 0,45 µm, da bi odstranil večje 
delce in tako preprečil njihov vnos v instrument. 
Pripravljene standarde in raztopino vzorcev bi prenesel v vijale oziroma majhne 
stekleničke za avtomatsko odvzemanje in injiciranje. Analizo standardov bi večkrat 
ponovil v namene izračuna relativne standardne deviacije (RSD) retencijskih časov v 
namene določitve selektivnosti in specifičnosti metode. 
Kot MF A bi uporabil ACN, kot MF B pa 50 mM raztopino amonijevega formata z pH 
4,4. MF B bi pripravil tako, da bi 3,15 g amonijevega formata raztopil v 1 L vode, pH s 
pazljivim dodajanjem metanojske  kisline uravnal na 4,4. 
Gradient elucije lahko s pomočjo programa nastavimo tako, da se s časom spreminja. 
Začel bi z visokim deležem MF A (npr. 80%) in ga s časom zmanjšal in povečal delež 
MF B. Elucija, odvisno od nastavljenega programa, lahko traja med 120 in 180 min. Na 
koncu kolono speremo z MF z visokim deležem komponente B in jo nato ekvilibriramo 
z MF, ki ima sestavo enako kot na začetku gradienta.  
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4. Rezultati in razprava 
 
Po končani analizi bi mi računalniški program, ki je povezan z instrumentom, prikazal 
kromatogram. Na kromatogramu so prikazani in izpisani kromatografski vrhovi pri 
določenih retencijskih časih specifičnih glede na sestavo N-glikana. Če bi se izkazalo, da 
je prišlo do prekrivanja vrhov (to bi ugotovil vizualno in s pomočjo R) ali pa da se glikani 
prehitro ali prepočasi eluirajo, bi moral metodo optimizirati. Optimizacijo bi dosegel s 
spreminjanjem sestave MF med analizo (spremenil bi program gradientne elucije), s 
spremembo temperaturo kolone, s prilagajanjem pretoka MF ali pa s spremembo 
koncentracije soli ali pH. Cilj je doseči čim hitrejšo analizo s simetričnimi in jasno 
ločenimi vrhovi.  
Na podlagi analiz uporabljenih standardov, bi iz njihovih retencijskih časov izračunal 
aritmetično sredino za posamezen standard po enačbi: 
?̅? =
1
𝑁
∑ 𝑥𝑖
𝑁
𝑖=1
  
V enačbi ?̅? označuje aritmetično sredino retencijskih časov, N predstavlja število 
ponovitev analize in xi posamičen retencijski čas ene analize. 
Na podlagi aritmetične sredine retencijskih časov in posameznih retencijskih časov bi za 
vsak standard izračunal standardni odklon (s) po enačbi: 
𝑠 = √
∑ (𝑥𝑖 − ?̅?)2
𝑁
𝑖=1
𝑁 − 1
 
Nato bi še izračunal relativni standardni odklon (RSD): 
𝑅𝑆𝐷 =
𝑠
?̅?
∙ 100% 
Če je RSD retencijskega časa posameznega N-glikana pod 1%, je metoda dovolj 
selektivna za separacijo N-glikanov. 
Če bi se, po analizi vzorca N-glikanov in primerjavi s kromatogramom standardov, kateri 
retencijski časi dobljenih kromatografskih vrhov ujemali z retencijskimi časi standardov, 
bi lahko N-glikane določil. Na podlagi mehanizma ločbe N-glikanov predvidevam, da bi 
videl, da se večji in bolj kompleksni N-glikani dlje zadržijo v koloni kot majhni. 
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5. Zaključek 
 
V diplomskem delu sem obravnaval HILIC kot tehniko za separacijo N-glikanov. 
Glikani so ogljikovi hidrati, ki sodelujejo pri mnogih bioloških procesih, kot so 
prepoznavanje celic in patogenov, izražanje genov, imunski odziv, medcelična in 
znotrajcelična komunikacija, rast in še mnogo drugih. V bioloških sistemih glikane 
pogosto najdemo vezane na proteine, kjer vplivajo na njihovo konformacijo in delovanje. 
N-vezani glikani ali samo N-glikani so zelo pomembna specija v razvoju proteinskih 
zdravil, ker je od njih odvisna efektivnost in bioaktivnost teh zdravil. Primeri takšnih 
zdravil so rekombinantni proteini in monoklonska protitelesa. Glikan lahko služijo tudi 
kot biomarkerji za različna bolezenska stanja (npr. rak ali alzheimerjeva bolezen). Torej 
je analiza glikanov izrednega pomena tako za zdravstvo, kot tudi za farmacevtsko 
industrijo. 
N-glikani so glikani, ki so preko N-glikozidne vezi vezani na proteine. So zelo raznolika 
skupina spojin, ki zaradi svoje hidrofilnosti in polarnega značaja predstavljajo velik izziv 
za analizo. Klasične kromatografske tehnike kot je RP-LC pri teh analitih naletijo na svoje 
meje. Zato so se razvile mnoge druge tehnike, ki so sposobne opraviti ločbo teh polarnih 
spojin. Ena med njimi je HILIC katero sem tudi obravnaval v diplomskem delu.  
HILIC je tekočinska kromatografska tehnika, ki uporablja polarno SF in polarno MF, kar 
jo naredi zelo primerno za separacijo polarnih in hidrofilnih spojin. Kot MF se skoraj 
izključno uporablja ACN v kombinaciji z vodo ali vodnim pufrom. Razlog je, da ima 
ACN zelo ugodne lastnosti, ni premočen eluent, ne tekmuje z vodo pri adsorpciji na SF 
in njegova nizka viskoznost dovoljuje uporabo dokaj visokih pretokov. Pri SF je malo 
drugače kot pri MF. Na voljo je veliko SF in vsaka ima svoje prednosti. Za razliko od 
RP-LC kjer so C18 kolone skoraj univerzalno uporabljene, moramo pri HILIC SF izbrati 
glede na analite, ki jih želimo ločiti. V namene ločbe N-glikanov so najbolj v uporabi dve 
koloni amidna (TSKgel amide 80) in zwitterionska (ZIC-HILIC). Te dve so izkazale 
najboljšo sposobnost ločbe različnih vrst N-glikanov in njihovih izomerov.  
Separacija N-glikanov v večini primerov poteka z uporabo gradientne elucije. Začetni 
delež ACN je ponavadi zelo visok 70-80% in se nato s časom zmanjšuje. Ni pa 
priporočljivo, da pade pod 50%, ker lahko takrat pride do povečanega vpliva 
adsorpcijskih in elektrostatskih interakcij, ki spremenijo retencijo analitov. Med 
optimizacijo metode moramo biti previdni, da je naklon gradienta konstanten, drugače 
pride so spremembe selektivnosti ločbe.   
Glavna prednost, ki jo HILIC ima pred drugimi tehnikami za ločbo N-glikanov je 
kompatibilnost z MS. Uporaba hlapnega organskega topila in majhnih koncentracij soli, 
majhna ionska supresija, omogoča uporabo MS kot detektor pri HILIC separacijah.  
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Drugi detektor, ki je pri HILIC metodah zelo v uporabi je FL, ta omogoča enostavno 
kvantifikacijo analitov.  
Metode, ki uporabljajo HILIC, so večinoma zelo natančne in selektivne (RSD je bil pri 
postopkih, ki sem jih pregledal pod 1%). Največje napake se lahko zgodijo pri procesu 
priprave vzorca, to je encimskem sproščanju in označevanju N-glikanov. Če nismo 
previdni lahko pride so spremembe sestave vzorca ali pa spremembe strukture N-glikanov 
(običajno izguba sialne kisline zaradi hidrolize ali pa slab izkoristek pri razsoljevanju). 
V zadnjih letih je razvoj HILIC metod v namene separacije glikanov zelo napredoval, 
kljub temu je še vedno na voljo prostor za izboljšave. Glavna problema sta čas analize in 
draga in dolgotrajna priprava vzorcev. Pri HPLC sistemih lahko ena analiza traja med 120 
in 180 min in pri pripravi vzorcev uporabljamo drage reagente in cel postopek traja več 
dni. Potrebni čas za vsakega od procesov sproščanja in derivatizacije N-glikanov je 17 
ur. Analizne čase so raziskovalci uspeli zmanjšati na 60 min z uporabo UHPLC sistemov, 
priprava vzorca pa še vedno predstavlja velik izziv. 
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